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論 文 内 容 要 旨
序 章
脂肪 酸活性化酵 素(Acy1-CoAsynthetase;EC6.2.1.3、 以下ACSと 略)は 、ATP
存在 下で、脂肪酸 、CoAか らア シルCoAの 生成 を触媒す る。ACSに よ り生成す
るア シルCoAは 、 ミ トコン ドリア、ペル オキシ ソームでは主 と してβ一酸化系 に
よ り分解 され、エネル ギー産生に利用 され 、小胞体 では トリグ リセ リ ド、 リン
脂質 、 コ レステ ロールエ ステル な どの脂質合成 に利用 され る。 また ア シルCoA
は脂質代謝以外 に蛋 白質のア シル化や細胞 内輪送、プ ロテイ ンキナーゼCの 活
性化 、脂肪酸生合成 な どの調節 に も重 要であ る(Fig.1)。
ラッ トcDNAク ローニ ングに よ り、哺乳類 には発現組織 、基 質特異性 の異 な
る五つ のACSア イ ソザイム(ACS1-5)の あ ること力糊 らかに され てい る。
ACS1は ～肝臓 、心臓 、脂肪組織で、ACS2、 お よび3は 、脳 で高 く発 現 してい る。
ACS4は 、ステ ロイ ド産生組織で高 く発現 してい る。ACS5は 、小腸 で最 も高 く発
現 してお り、肝臓 、肺 で も発 現が認 め られ る(Table1)。ACS1、 お よび2は 、広
い基 質特異性 を示 し、パル ミチ ン酸、オ レイ ン酸、 リノール酸 をよい基質 とす
る。ACS3、 お よび4は 、ア ラキ ドン酸や エイ コサペ ンタエ ン酸 を最 もよい基質
とす る。
ACSア イ ソザイムはいずれ も、光 コメツキ・ル シフェラーゼ と相 同性 の ある二っ
のル シフェラーゼ相 同領域 、二つのル シフェラーゼ相 同領域 をつなげ る リンカ
ー、N一末端領域 、お よびc一末端領域 の五つの領域か ら構成 され てい る(Fig.2)。
ACS2、 お よび3は 、脳 で高 く発現 してい るが、発生段階 を通 した発 現パ ター ン
が大 きく異な る。ACS4ヘ テ ロ欠損マ ウスでは、妊娠率、お よび産仔 数の低 下が
報告 されてい る。
本研究で述べ るACS3、 お よびACS4は 、基質特異性 は類似 しているが、発現
組織 が大 き く異 な る。ACSは 脂肪酸 の細胞 内へ の取 り込み にも重要 な役割 を果
た してい ることが報告 されて いる ことか ら、ACS3、 お よびACS4は 、必須脂肪
酸 であ るア ラキ ドン酸やエイ コサペ ンタエ ン酸の取 り込み と代謝 に重 要 な役割
を担 っている と考 え られ る。
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あ る遺伝子 の生理的意義や病態 的意 義 を解 明す るアプローチ はい くっか試 み
られ てお り、そ の一 つ に トランス ジェニ ックマ ウスや遺 伝子欠 損 マ ウス の作
製 ・解析 が ある。 有用 な手法ではあ るが、 問題 点 もあ る。
も う一つ の試 み として 、家系調査 な どによ り遺伝的 にマ ップ され ている疾患 と
の相関 を調べ、 問題 とす る遺伝子 の病態 的意 義 を推 定す るとい う方法 力弐ある。
この場合 には、近傍 にマ ップ され ている疾患 との位置 関係 を明 らかにす るため、
問題 とす る遺伝子 の染色体 上の詳細 な位 置情報 が必要 である。
近年 ヒ ト ・ゲ ノムの解 読が進み 、SNPな どの遺伝子 多型 と疾 患な どとの相 関を
調べ る とい う試 み がな され ている。 この場合 は蛋 白質 をコー ドす る構 造遺伝子
部分のみな らず 、発 現調節 に関わ る転写調節領域や 、醐Aへ のスプ ライシング
に関わ るエ ク ソンーイ ン トロン結合 部 も解析 対象 とな るた め、 これ らの遺伝 子
構造情報 が必要で あ る。
ACS3、 お よび4遺 伝子 の構造解析 を通 して、 これ ら遺伝子の発 現調節機構、
これ らの遺伝 子 の異常 とヒ ト疾患 との関連 を解 明 してい くことを 目的 として、
'ヒ トACS3 、お よび4のcDNA、 お よび遺伝子構造 の解析 を行 った。
第 一章:ヒ ト脂 肪 酸 活 性 化 酵 素3(hACS3)cDNAの 単 離 お よび解 析
ヒ トAcs3cDNAは 、720ア ミノ酸残 基 の蛋 白質 を コー ドして い た(Fig.3A)。
Kozakに よ り報 告 され て い る翻 訳 開 始 コ ドン周 辺 の コ ンセ ン サ ス配 列 と、 ラ
ッ ト、お よび ヒ トACS3cDNAの 一 番 目、お よび 二番 目のMet(Met1、 お よびMet12)
コ ドン周 辺 の塩 基 配 列 とを比 較 す る と、 いず れ も二番 目のMet(Met12)周 辺 の配
列 の ほ うが コ ン セ ン サ ス に 近 い(Table2)。 ラ ッ トACS3で はAlternative
translationinitiationに よ り二つ のア イ ソ フォ ー ム が生 成 す る こ とが報 告 さ
れ て お り、 ヒ トACS3で も同様 の こ とが推 定 され る。
ACS3蛋 白質 は 、 ヒ トーラ ッ ト間 で高 度 に保 存 され てお り、92.1%の 相 同性 を示
した(Fig.3B)。
human/rodenthybridcellsの 解 析 、fluorescent加31加hybridization
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(FISH)に よ り、 ヒ トACS3遺 伝 子 は2q34-35に マ ップ され た(Fig.4)。
第 二 章:ヒ ト脂 肪 酸 活 性 化 酵 素3(hACS3)遺 伝 子 の構 造 、詳 細 な マ ッ ピ ン グ、
お よび転 写 調 節 領 域 の解 析
ヒ トACS3遺 伝 子 は全 長80.6kb、17エ ク ソン よ り構 成 され 、5'一UTRに 三 っ
の大 きなイ ン トロン が挿 入 され て い た(Fig.5andTable3)。
STSmarker解 析 な ど に よ り、 ヒ トACS3遺 伝 子 は、D3S360とWI-21901と の
間 に マ ップ され た(Fig.6)。
5㌧ 上 流領 域 に は 、塩 基 配 列 上 は 多 くの 転 写 因子 の 結 合 可 能 な 部 位 が 存 在 し
た(Fig.7)。
ヒ トACS3酬Aは 広 範 な組 織 で発 現 が見 られ 、特 に前 立 腺 、 心臓 、 骨格 筋 、
精 巣 で 高 く発 現 して い た。 癌 細 胞 株 で は 、 ヒ トメ ラ ノー マ 由来 のG361細 胞 で
高 く発 現 して い た(Fig.8)。
ヒ トACS3遺 伝 子 最:小 プ ロモ ー ター は 、転 写 開始 点 よ り上 流321bp以 内 に存
在 す る事 が 明 らか に な っ た(Fig.9)。 こ の領 域 にはAP-2、NF-Y、p300の 認 識 ・
配 列 が存 在 して い た(cutoffscore>85%;Fig.7)。
第 三 章:ヒ ト脂 肪 酸 活 性化 酵素4(hACS4)'cDNAの 単 離 お よび解 析
ヒ トAcs4cDNAは 、670ア ミノ酸 残 基 の 蛋 白質 を コー ドして いた(FigjoA)。
ACS4蛋 白質 は、 ヒ トーラ ッ ト間 で 高度 に保 存 され て お り、'97.3%の 相 同性 を示 し
た(Fig.10B)。
human/rodenthybridcellsの 解 析 、FISHに よ り、 ヒ トACS4遺 伝 子 はXq22-
23に マ ップ され た(Fig.11)。
第四章:ヒ ト脂肪酸活性化酵素4(hACS4)遺 伝子の構造 、詳細 なマ ッピング、
お よび転写調節領域 の解析
ヒ トACS4遺 伝子 は全長90kb、16エ クソンより構成 され、5'一UTRに 二っ の
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大 きな イ ン トロ ンが 挿 入 され て い た(Fig.12andTable4)。
STSmarker解 析 な どに よ り、ヒ トACS4遺 伝 子 は 、WI-17685とCHLC.GATA81BO7
との 間 にマ ップ され た(Fig.13)。
5'一上 流領 域 には 、塩 基 配 列 上 はCREBな ど、多 くの 転 写 因子 の結 合 可能 な部
位 が存 在 した(Fig.14)。 マ ウスY1細 胞 で は 、db-c醐Pやforskolinに よ りACS4
測Aの レベ ル が 上 昇 す る こ とが報 告 され て お り、 この誘 導 にCREBが 関与 して
い る こ とが推 定 され る。
ヒ トACS4燃NAは 広 範 な組 織 で発 現 が 見 られ 、特 に胎 盤 、 精 巣 、卵 巣 で高 く
発 現 して い た。 癌 細 胞 株 で は、 ヒ ト子 宮 頚 癌 由来 のHeLaS3細 胞 で 高 く発 現 し
て いた(Fig.15)。
ヒ トACS4遺 伝 子最 小 プ ロモ ー ター は 、転 写 開始 点 よ り上流166bp以 内 に存
在 す る事 が 明 らか に な っ た(Fig.16)。 この領 域 に は 、sp1、AP-2、GcF、 お よ
びCREBの 認 識 配 列 が存 在 して い た(Fig.14)。
第五章:ヒ ト脂肪酸活性化酵素3、4(飴CS3and4)、 お よびその遺伝子 の構造
比較
ヒ トACS3、 お よび4蛋 白質は、67.3%の 相 同性 を示 した。相同性 はほぼ全域
にわたって認 め られ、特 にc末 端領域 で85.3%と 高かった(Fig.17)。
ACSフ ァミリー は、蛋 白質 の一次構造 、お よび基質脂肪酸 の特異性 に基づ き、
二つのサブフ ァミリー に分類 され てきた。一つ にはACS1、2、 お よび5が 、 も
う一つにはACS3、 お よび4が 属す る。 サブファ ミリー 内アイ ソザイム聞でのア
ミノ酸相 同性 は60%以 上であ るが、異な るサブ ファ ミリー に属す るアイ ソザイ
ム間で は30%以 下で ある(Table5)。 蛋 白質 の一次構造 に基づ く系統樹(NJ法)か
らも、二つのサ ブフ ァミリーの存在 が示唆 され る(Fig.18)。
ACS3、 お よび4遣 伝子のイ ン トロン挿入位置 は全て保 存 され ている力弐、ACS1、
2、 お よび5遺 伝子 の もの とは全 く異なっている。両サブ:クァミ リーの祖先遺伝
子 は早 い時期 に分 岐 し、その後各サブ ファ ミリー メンバー の遺伝子が分岐 して
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き た もの と考 え られ る(Fig.19)。
五 つ の ヒ トACSア イ ソザ イ ム 遺 伝 子 は 、そ れ ぞれ 異 な る染 色 体 上 に マ ップ さ
・れ て お り、ACS3、 お よび4遺 伝 子 の近 傍 には タイ プIVコ ラー ゲ ン遺伝 子 群 が
マ ップ され て い る(Table6)。 さ らにAcs3、 あ るい は4遺 伝 子 とコ ラー ゲ ン遺
伝 子 と の 間 に は 、insulinreceptorsubstrateやpotassiumvoltage-gated
channe1な どの共 通 す る遺伝 子 が 同定 され て い る(Table7)。ACS3、 お よび4遺
伝 子 は 、近傍 の遺 伝 子 も含 めた 広 い領 域 が重 複 し、進 化 して きた と推 定 され る。
ヒ トACSア イ ソザ イ ム遺 伝 子 との 関連 が示 唆 され て い る疾 患 をTable6に 示
す 。AIP。rt症 候 群 にお け る多様 な 症 状 に 、ACS遺 伝 子 な ど近 傍 の遺 伝 子 の 異 常
も関一与す る こ とが推 測 され る・Alport症 候 群 ・ そ の他 の疾 患 にACS3・ あ るい は
ACS4遺 伝子が どの よ うに関与 しているのか を解 明 してい くことは、今後の研 究
課題 の一つであ る。本研究で 明 らか1とした ヒ トACS3、 お よび4遺 伝子構造の情
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Fig. 13. Localization ofthehumanACS4geneontheYAC
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論 文 審 査 結 果 要 旨
脂 肪酸 活性化 酵素(Acy1-CoAsynthetase,以 後ACSと 略)は,ATP存 在下 で,脂 肪 酸 とCoA
r
か らア シルCoAの 生成を触媒 する。ACSに よ り生成 するア シルCoAは,β 一酸化系 に よるエネルギー
産生 に利用 され る他,ト リグ リセ リ ド,リ ソ脂質,コ レステロールエヌテルな どの脂質合成 にも利 用
され る。 また蛋 白質のアシル化 や細胞 内輸送,プ ロテイソキナーゼCの 活性化,脂 肪酸生合成な どの
調整 に も重要であ る。 ラッ トcDNAク ローニ ングによ り,哺 乳類 には発現組 織,基 質特異性 の異 な
る五つのACSア イソザイム .(ACS1-5)の ある ととが明 らかにされている。
本研 究で対象 としたACS3,お よびACS4は プ ラキ ドン酸やエイ コサペ ンタエン酸 を最 も良い基質
とす る点で類 似 してい るが,発 現組 織が大 き く異 なる。ACSは 脂肪酸 の細胞 内への取 り込み に も重
要 な役 割 を果た して いるこ とが報告 され ていることか ら,ACS3,お よびACS4は,必 須脂肪酸 であ
るア ラキ ドソ酸 やエイ コサペ ンタエン酸の取 り込 み と代謝 に重要 な役割 を担 ってい る と考え られる。
本研 究は,ACS3,お よびACS4遺 伝子の発現調節機構,こ れ らの遺伝子 の異常 とヒ・ト疾患 との関連
を解 明 してい くことを 目指 し,ヒ トACS3,お よび4のcDNA,お よび遺伝子構造 の解析,マ ッピン
グを行 った ものであ る。
ヒ トACS3cDNAは,720ア ミノ酸残 基の蛋 白質を コー ドしてお り,ACS3蛋 白質は,ヒ トーラ
ッ ト間 で92.1%の 相 同 性 を 示 した 。 ヒ トー げ っ 歯 類 雑 種 細 胞 の 解 析,fluorescentinsitu
hybridization(FISH)に よ り,ヒ トACS3遺 伝子は2q34-35に マ ップ された。 ゲノムDNAク ロー ソ
の解析 によ り,ヒ トACS3遺 伝子は全長80.6kb,r7エ ク ソンに より構成 され,第 二染色体上 のSTS
マーカー,D2S360とWI-21901と の間 に存在す ることが示 された。 ヒ トACS3遺 伝子最小 プロモー
ターは,転 写 開始点 よ、り上流321bp以 内に存在す ることが明 らかに された。
ヒ トACS3cDNAは,670ア ミノ酸残基 の蛋 白質 を コー ドしてお り,ACS4蛋 白質 は,ヒ トーラ ッ
ト間で97.3%の 相 同性を示 した。 ヒ トー げっ歯類雑種細胞 の解析,F正SHに より,ヒ トACS4遺 伝子
はxq22-23に マ ップ さ れ た 。 ゲ ノ ムDNAク ロー ソ の解 析 に よ り,ヒ トACS4遺 伝 子 は 全 長
90kb,16エ クソγ によ り構成 され,X染 色体上 のSTSマ ー カー,WI-17685とCHLC。GATA81BO7
との間 に存在 す る こ とが示 され.た。 ヒ トACS4遺 伝子最 小 プ ロモ ー ター は,転 写 開始 点 よ り上 流
166bp以 内に存在す ることが明 らかにされた。
ACSフ ァミ リー は,蛋 白質の一次構造 ゴお よび基質脂肪酸 の特 異性 に基づ き,二 つのサブフ ァミ
リー に分類 されてきた。本研究 によ り明 らかにされた遺伝子 の構造 も,二?の サプフ ァミリーの存在
を強 く支持す る。二つのサ ブフ ァミ リーの存在 を,遺 伝子 の構 造 か ら初めて示 した ものであ観
ACS3,お よびACS4遺 伝 子 の近傍 には,常 染色体 性,お よびX連 鎖Alport症 候 群の原 因遺 伝子
とされ る タイプWコ ラーゲ ソ遺 伝子群 が存在 す るこ とが明 らか にな'った。 さ らにACS遺 伝子 とコ
ラーゲ ソ遺伝 子 との間 には,insulinreceptorsubstrateやpotassiumvoltage-gatedchannelな どの
共通す る遺伝子 が同定 され ている。本研究では,ACS3お よび4遺 伝子 は近傍 の遺伝子 も含めた広い
領域 が重複 し,進 化 して きた ことを示唆す る重要 な知 見を も提供 した。Alport症 候 群や その他 の疾
患 にACS3,あ るいはACS4遺 伝子が どの ように関与 しているのか を解明 してい くことは,今 後 の研 」
究課題 の一つ ではあ るが,本 研究で明 らかにされたヒ トACS3,お よび4遺 伝子構造 の情報 は,SNP
解析等 の多型解析 による関連疾患の探 索に も有用 と考 えられる。
以上 の本研究 の論文 内容か ら,審 査委 員一 同は,本 研究者 が博士(農 学)の 学位 を授与 するに値す
る もの と認定 した。
一212一
